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　　　　transforming　growth　factor一βの作用
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【要旨】　モルモット胃底腺より分離した胃粘膜細胞を無血清培地で培養し，電子顕微鏡で観察すると，大多
数の細胞は細胞質にわずかな分泌玄室を持つ前陰窩細胞であった．Epidermal　growth　factor（EGF）をこの
細胞に添加すると，増殖を刺激すると同時に，3H－glucosamineの取り込みとgalactose　oXddase－Schiff（GOS）
染色陽性穎粒を増加させ，細胞質に楕円形または球形の粘液翁忌が密集する陰窩細胞へと成熟した．抗リン
酸化チロシン抗体を用いたウェスタンプロット法で細胞内蛋白質のチロシンリン酸化を解析すると，trans－
forming　growth　factor一β1（TGF一β1）はEGFによるEGFレセプターのチロシンリン酸化を抑制せず，さら
に。－fosおよび。－myc　cDNAプローブを用いたノーザンプロット法により解析すると，　TGF一β1はEGFによ
るこれらの遺伝子の転写の活性化は抑制しなかった．TGF一β1はEGFによる前陰窩細胞の増殖と成熟を完
全に抑制し，細胞はほとんど分泌穎粒を持たない未成熟状態に維持された．
　以上の結果から，TGF一β1はEGFによる。－fos，　c－myc遺伝子の発現経路とは別の経路を介して，陰窩細胞
系の増殖と成熟に重要な役割を持つことが示唆された．
はじめに
　胃底腺は，陰窩細胞，副細胞，壁細胞，主細胞，
および種々の内分泌細胞などにより構成されてい
る．これらの機能細胞は幹細胞に由来し，その増殖
と分化は実験動物で詳細に研究されてきた．Karam
とLeblond1）は，3H－thymidineによる標識と電子顕
微鏡による解析を組合わせ，マウス胃底棒細胞を
11種類に分類し，それらの細胞の動態，とくに陰
窩細胞の動態について詳細に報告している．
　ラット2＞，犬3・4），ウサギ5），モルモット6）から初
代培養胃上皮細胞が樹立され，epidermal　growth
factor　（EGF），　transforming　growth　factor－a　（TGF一
α），hepatocyte　growth　factor，インスリン，　insulin－
1ike　growth　factor　I（IGF・1）はこれらの培養粘液細
胞の増殖を促進することが報告されている．従来の
モルモット胃粘膜上皮細胞の初代培養には，高濃度
の牛胎児血清（FCS）が用いられている2～4・7）．この
場合，培養細胞は2～3日間でコンフルエントとな
り，大多数の細胞（90％）は陰窩細胞または被蓋上
皮細胞に分化する．最近，我々はモルモット胃粘膜
細胞の無血清培養系を開発し，EGFとインスリン
のモルモット胃粘膜細胞への相互作用について検討
した6）．この無血清培養系は，未分化な陰窩細胞を
維持できる培養系であり，陰窩細胞系の増殖と分化
の研究に有用である．
　TGF一βは上皮細胞の増殖抑制，細胞分裂の調節，
細胞外基質の合成促進などの多様な生物作用を持
つ8～10）．TGF一βは胃粘膜にも発現しており，胃粘膜
の損傷修復に重要な役割を持つと考えられてい
る11）．しかし，胃粘膜細胞の増殖と分化にTGF一β
がどのような役割を果たしているかは十分に解明さ
れていない．本研究では，新しく確立した無血清培
養系を用いて陰窩細胞系に対するTGF一βの作用を
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検討した．
材料及び方法
　1．試薬と培地
　Dulbecco’s　modified　minimum　essential　medium
（DMEM），　Ham’s　F－12，コラーゲンtype　IはFlow
社（Mcean，’VA），　RPMI　1640とEagle’s　minimum
essential　medium（MEM）は日水製薬（東京），牛
トランスフェリン，亜セレン酸ナトリウムはGIBCO
BRL社（Gaithersburg，　MD），　EGF（マウス顎下
腺由来，receptor　grade）はCollaborative　Resarch
社，リコンビナントヒトTGF一β1はキング醸造（東
京）より購入した．American　Type　CultUre
Collection社（ATCC）より，マウス。－fos　genomic
DNA（ATCC　no．41041），マウス。－myc　genomic
DNA（ATCC　no．57090）を購i製した．　enhanced
chemiluminescence　Western　blotting　detection
system，　［a－32P］dCTP　（＞3，000　Ci／mmol），　random
primer　kitはアマシャム社より購入した．モノクロ
ナール抗チロシンリン酸化抗体（clone　Py54）は
Oncogene　Science社（Uniondale，　NY）より購入
した．
　2．胃粘膜細胞の分離と培養
　胃粘膜細胞は，体重約250gの雄モルモットより
無菌的に分離した6）．分離した細胞は0．2％牛血清
アルブミン（BSA），！0μg／mlトランスフェリン，
2．5ng／ml亜セレン酸ナトリウムを含むDMEMと
Ham’s　F－12の1：1混合培地に分散した．この細胞
を24穴培養プレ・一・一ト（コラt一一・一ゲンtype　I－coated，
Corning社，　NY）または，35，60または100　mm
径培養ディッシュで培養した．これらのディッシュ
は使用前にコラーゲンtype　Iでコーティングした．
　細胞増殖の解析はヘモサイトメーターを用いた細
胞数の測定および3H－thymidineの取り込みを測定
することにより行った6）．
　3．形態学的な解析
　カバーガラスをあらかじめコラーゲンtype　Iで
コーティングし，35mm径培養ディッシュに置い
た．分離した胃底腺粘膜細胞をこのカバーガラス上
で，無血清培地で2日間培養した．浮遊細胞を
MEMで洗浄して除き，カバーガラスに付着した細
胞を20nM　EGFまたは1nM　TGF・β1もしくは両者
を同時添加して，さらに2日間培養した．Glactose
o）ddase－Schiff（GOS）染色とparadoxical　conca一
navalin　A（PCS）染色にて粘液穎粒を染色し，陰窩
細胞と副細胞を鑑別した12）．壁細胞はH＋，K＋一
ATPaseのβsubunitに対するモノクロナール抗体
を用いた免疫細胞化学染色法で鑑別した6）．
コラーゲンコートした培養ディッシュで培養した
細胞 ，1．25％glutaldehydeを含むphosphate－
bufferd　saline（PBS）で20分，4。Cで固定し，透
過型電子顕微鏡のサンプルとした．PBSで洗浄後，
1％osmium　tetroxideで1時間，4。Cで再固定し，
アセトンで脱水し，Eponにて包埋した．超薄切片
を作成し，電子顕微鏡（日立HU－12）で観察した．
　4．細胞内蛋白質のチロシンリン酸化の解析
　1～1．5×106個の培養細胞をコラーゲンコートし
た35mm径培養ディッシュを用いて，無血清培地
で2日間培養した．MEMで洗浄して浮遊細胞を除
き，無血清培地で1時間培養した．20nM　EGFま
たは1nM　TGF一β1あるいは両者を同時に添加した
後，細胞蛋白質を抽出し，抗リン酸化チロシンモノ
ナール抗体を用いたウェスタンプロット法で細
胞内蛋白質のチロシンリン酸化を解析した6）．
　5．c－fbsと。－mye　mRNAsの測定
　1×107個の培養細胞をコラーゲンコートした
100mm径培養ディッシュにて無血清培地で培養し
た．付着細胞を20nM　EGFまたは1nM　TGF一β1あ
るいは両者を同時に添加した．これらの細胞から経
時的に総RNAをacid　guanidium　thiocyanate－phenyl－
chloroform　mixtureにて抽出し13），1レーンにつき
20μgの総RNAを1％アガロースゲルで電気泳動
し，ナイロン膜（Hybond－N－plus，アマシャム社）
に転写し，紫外線を照射して固定した．プレハイブ
リダイゼーションの後，c－fos，　c－myc，　GAPDHの
cDNAプローブとハイブリダイズした．　c－fosおよび
。－myc　mRNAの検出には，マウス。－fos　genomic
DNAの1．O　kbp　Xba　1－Sst　l切断断片およびマウス。－
myc　genomic　DNAの1．2　kbp　Sst　l－Hind　III切断断片
を，それぞれのプローブとして用いた．c－fosおよ
び。－myc　cDNAのハイブリダイゼーションは48。C
で一晩行った．c－fosおよびGAPDHには40％，　c－
mycには20％のホルムアミドをそれぞれ含むラピ
ッドハイブリダイゼーションバッファS一・一一（アマシャ
ム社）を用いた．プローブはあらかじめrandom
primer　kitを用いて［α一32P】dCTPで標識した．ナイ
ロン膜を0．1％SDSを含む2×SSC（SSC：O．15　M
NaCl，0．015　M　sodium　citrate，　pH　7．4）で洗浄後，
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0．1％SDSを含む0．2×SSCで2回洗浄した．洗浄
は60～65。Cで行った．このナイロン膜をKodac　X－
ray　filmに露光し，　c－fosと。－myc　mRNAを測定し
た．
　6．3H－glucosamineの取り込み量の測定
　コラーゲンコートした35mm径培養ディッシュ
を用いて，分離した細胞を無血清培地で2日間培養
し，浮遊細胞をPBSで除き，15　mM　HEPES，
0．2％BSA，10μg／mlトランスフェリン，2．5　ng／ml
亜セレン酸ナトリウムを含む低グルコースDMEM
で一晩培養した．20nM　EGFまたは1nM　TGF一β1
あるいは両者を同時添加した．3H－glucosamine（1
μCi／ml）を同時，または24時間後に添加し，24時
間培養後に培地を除き，細胞をPBSで洗浄した．
500μ1の2％Triton　X－100を含む50　mM　Tris－HCl
buffer（pH　7．2）にて細胞を溶解させ，マイクロチ
ューブに回収し，27ゲージ注射針に数回通して完
全に溶解した．500μ1エタノールを加え，15分間
氷上に静置した後，4。C，10，000×gで20分問遠心
した．沈澱物を70％エタノールで3回洗浄し，200
μ1の1NNaOHを加えて溶解し，同量の1N酢酸
で中和した．これをサンプルとして放射線活性を液
体シンチレーションカウンターにて測定し，さらに
蛋白質量を測定し，単位蛋白質当たりの放射線活性
に換算し，glucosamineの取り込み量とした．
結 果
　1．細胞増殖に及ぼすTGFrβ1の作用
　2×105個の細胞をコラーゲンコートした24穴培
養プレートにて無血清培地で2日間培養すると，1
穴あたり0．67±0．9×105個（平均±SD，　n＝18）
の細胞が付着した．MEMで洗浄して浮遊細胞を除
き，生還した細胞を用いて増殖の解析を行った．無
血清培地では付着細胞数は3日間一定に維持された
（Fig．］A）．　EGFを20　nM添加すると，急激な増殖
を引き起こし，24時間で細胞数は2倍に増加した．
しかし，24時間以降はこれ以上の細胞数の増加は
認められなかった．EGFにより引き起こされる細
胞増殖は，TGF一β1の同時添加により，濃度依存性
に抑制され，20nM　EGFによる細胞増殖は1nM
TGF一β1で完全に抑制された（Fig．1A）．　TGF一β1単
独では実験期間内で有意な細胞数の変化は認められ
なかった（データは示さず）．
　EGFの細胞増殖作用に対するTGF・β1の抑制作
用は細胞の3H－thymidineの取り込みを測定して確
認した（Fig．1B）．無処理のコントロール細胞での
3H－thymidineの取り込みは3日間一定にであった．
20nM　EGFは3H－thymidineの取り込みを2～3倍に
増加させ，この増加作用は1nM　TGF一β1で完全に
消失した．1nM　TGF・β1は，コントロール及び
EGFで処理した細胞のいずれにおいても，3日目
（48～72h）での3H－thymidineの取り込みをコント
ロールレベル以下に有意に減少させた（Fig．1B）．
　2．TGF4ヲ1がEGFによる細胞内蛋白質のチロ
　　シンリン酸化に与える影響
　EGFの細胞増殖作用に対するTGF一β1の抑制作
用のメカニズムを解析するため，EGFにより生じ
る細胞内シグナルに対して，TGF・β1がどのような
影響を及ぼすかについて調べた．Fig．2（lanes　3～5）
に示したように，EGFは分子量170　kDの蛋白質の
チロシンリン酸化を引き起こした。この170kDの
蛋白質は自己リン酸化したEGFレセプターである
ことはすでに報告した6）．抗リン酸化チロシン抗体
と反応する分子量68kDの蛋白質は無血清培地に
含まれているBSAである．　EGF刺激前には，チロ
シンリン酸化されたいくつかの蛋白質を認めたが，
これらはEGF添加後もリン酸化の程度は変化しな
かった．TGF一β1は蛋白質のチロシンリン酸化を引
き起こさず（Fig．2，　lanes　9～11），　EGFによる
EGFレセプターのチロシンリン酸化に対しても全
く影響を及ぼさなかった（Fig．2，　lanes　6～8）．以
上の結果から，TGFβ1によるEGFの作用の阻害
は，レセプターより下流の細胞内シグナル伝達系に
作用する可能性が示唆された．
　3．TGF－fi1とEGFによる。－fos，　c－myc　mRNA
　　の発現
　無血清培地で培養した胃粘膜細胞は，cfosと。－
myc　mRNAをわずかに発現していた（Fig．3）．この
細胞をEGFで刺激すると，30～60分をピークとす
る一過性の。－fos　mRNAの発現を引き起こした．
TGF一β1は。－fos　mRNAの発現を誘導せず，　EGFに
よる。－fos　mRNAの発現にも影響を及ぼさなかった
（Fig．　3）．
　一方，EGFは2時間をピークとする。－myc　mRNA
の発現を引き起こしたが，TGF一β1にはこの作用は
なく，さらに，EGFによる。－myc　mRNAの発現に
も全く影響を及ばさなかった（Fig．3）．
　以上の結果から，TGF一β1はEGFのレセプター
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Fig．　1　Effect　of　epidermal　growth　factor　（EGF）　and／or　transforming　growth　factor　（TGF－61）　on　cell　growth．　A：　isolated
　　　　　gastric　cells　（2　×　105　cells）　were　placed　in　each　well　of　collagen－coated　24－well　culture　plates．　After　being　cultured
　　　　　under　serum－free　conditions　for　2　days，　O．67　±　O．9　×　105　cells　were　attached　to　each　well．　Floating　cells　were
　　　　　removed　by　washing　with　MEM，　and　then　attached　cells　were　left　untreated　（O）　or　treated　with　20　nM　EGF　（D），
　　　　　20nM　EGF　＋　O．Ol　nM　TGF－61　（e），　20　nM　EGF　＋　O．1nM　TGF－61　（一）　or　20　nM　EGF　＋　1　nM　TGF－61　（A）．　After
　　　　　culturing　for　O，　24，　48，　or　72　h，　the　number　of　cells　growing　in　culture　plates　was　counted．　Values　are　shown　as
　　　　　means　±　SD　for　18　cultures　in　3　different　experiments．　The　vertial　lines　indicate　the　standard　deviation　of　mean．
　　　　　＊；　P〈　O．05，　Significant　diffrence　from　each　cell　number　at　time　0　（Student’s　t－test）．　t；　Number　of　cells　treated
　　　　　with　TGF－61　＋　EGF　was　significantly　decreased　from　that　of　EGF－treated　cells　at　each　time　point　（P　〈　O．05，　Stu－
　　　　　dent’s　t－test）．　B：　［3H］thymidine　uptake，　isolated　cells　（1．5　×　106）　were　placed　in　collagen－coated　35－mm－diameter
　　　　　culture　dishes．　After　being　cultured　for　2　days，　attached　cells　were　either　left　untreated　or　treated　with　20　nM
　　　　　EGF　and／or　1　nM　TGF－61　（day　0）．　［3H］thymidine　（1　paCi／ml）　was　added　O，　24，　48　h　after　starting　treatment　with
　　　　　EGF　and／or　TGF一β1，　and　the　cells　were　incubated　for　24　h．［3田thymidine　uptake　durring　the　passing　24－h　period
　　　　　was　measured．　Values　are　means　±　SD　in　4　separate　experiments．　The　vertial　lines　indicate　the　standard　devia－
　　　　　tion　of　mean．　＊；　P〈　O．05，　Significant　differnce　from　value　of　untreated　cells　（Student’s　t－test）．
から。－fos，　c－myc　mRNAへの発現誘導の経路には作
用せず，他のシグナル伝達経路に作用することが示
唆された．
　4．粘液穎粒の産生に対するTGF－fi1の作用
　　コラーゲンコートした培養ディッシュにて無血清
培地中で2日間培養した。大多数の細胞（80％以
上）は，Gos陽性の粘液穎粒を持たず（Fig．4A），
GOS陽性の粘液穎粒を持つ細胞は，わずか約5％
認められた（Fig．4A）．副細胞に存在するpcs陽
性穎粒を持つ細胞は1％以下であった（データは
示さず）．H＋，　K＋一ATPaseのβsubunitに対する抗
体を用いて，免疫組織化学染色法により壁細胞を同
定すると，4～6％の壁細胞が混入していた（デー
タは示さず）．一方，10％FCSを含むRPMI　1640
で培養すると，約90％が大型のGOS陽性穎粒を
持つ陰窩細胞に成熟しており6），従来のFCSを含
む培地で培養した場合と異なり，無血清培地で培養
した大多数の胃粘膜細胞は，GOS陽性粘液穎粒を
持たない比較的未分化な細胞と考えられた．
　無血清培地で培養した細胞にEGFを添加する
と，GOS陽性穎粒が徐々に出現し，2日後では，
ほとんどの細胞に大型のGOS陽性粘液穎粒が認め
（4）
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Fig．　2　Effect　of　EGF　and／or　TGF－fi1　on　protein　tyrosin
　　　phosphorylation．　After　being　cultured　in　serum－
　　　free　conditions　in　collagen－coated　culture　plates
　　　for　2　days，　attached　cells　were　not　stimulated
　　　（lanes　1　and　2）　or　stimulated　with　20　nM　EGF
　　　（lane　3”v5），　20　nM　EGF　＋　1　nM　TGF－fi1　（lanes　6
　　　’v8），　or　1　nM　TGF－fi1　（lanes　9rv　l　l）．　Whole－cell
　　　proteins　were　extracted，　and　an　equal　amount　of
　　　protein　（30pag　protein／lane）　was　separated　by　80／o
　　　SDS－PAGE　and　transferred　to　a　polyvinylidine
　　　difluoride　membrane．　After　blocking　with　40／o　milk
　　　casein，　the　membrane　was　incubated　with　a　mon－
　　　oclonal　antibody　against　phosphotyrosin．　Bound
　　　antibodies　were　detected　with　the　use　of　an
　　　enhanced　chemiluminescence　detection　kit．　Simi－
　　　lar　results　were　obtained　from　3　separate　experi－
　　　ments．　MWSD，　molecular　mass　standard．
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Fig．　3 Expression　of　c－fos　and　c－myc　mRNAs　to　gastric
　　　epithelial　cells．　Gastric　epithelial　cells　were　cul－
　　　tur d for　2　days　in　collagen－coated　60－mm－diame－
　　　ter　culture　dishes　in　serum－free　conditions．　After
　　　treatme 　attached　cells　with　20　nM　EGF
　　　 nd／or 1　nM　TGF－6　for　the　indicated　times　（h），
　　　t tal　RNA　was　extracted，　and　Northern　blot　analy－
　　　sis　with　cDNA　probe　for　c－fos，　c－myc　or　glycer－
　　　aldehyde－3 phosphate　dehydrogenase　（GAPDH）
　　　was　performed．　Similar　results　were　obtained
　　　from　4　separate　experiments．
られた（Fig．4B）．従って，　EGFは粘液叩頭に乏し
い比較的未分化な陰窩細胞の増殖を刺激する（Fig．
1）と同時に，陰窩細胞への分化をも促進すると考
えられた．一方，TGF一β1を添加してもGOS陽性
粘液穎粒は全く増加せず（Fig．4c），　EGFによる
Gos陽性穎粒の増加を完全に抑制した（Fig．4D）．
　5．3H－glucosamineの取り込みに対するTGF1β1
　　の作用
　GOS反応を用いた組織化学染色による粘液穎粒
の変化を確認するため，3H－glucosamineの取り込
みを測定した（Fig．5）．無血清培地で培養した無処
理の細胞では，3H－glucosamineの取り込みは実験
期間を通して一定であった．TGFβ1単独では取り
込みには変化を与えなかった．EGFを添加すると，
3H－glucosamineの取り込みが有意に増加した．こ
のEGFによる増加作用も，　TGF一β1を同時に添加
すると完全に抑制された．このように，3H－
glucosamineの測定からも，　TGF一β1は，　EGFによ
るムチンの合成促進作用を阻害することが明らかに
なった．
　6．電子顕微鏡による培養細胞の解析
　無血清培地で培養した細胞を電子顕微鏡で観察す
ると，ほとんどの細胞は，前陰窩細胞の特徴を示す
比較的大型の核を持ち，細胞質に少数の分泌穎粒の
散在を認めた（Fig．6A右側の細胞）．また，全く穎
粒を持たない細胞も存在した（Fig，6A左側の細胞）．
EGFを添加し，2日間培養した細胞は，細胞質の辺
縁領域（皮質原形質）に球形または楕円形の粘液頴
粒が密集し，成熟した陰窩細胞に特徴的な形態を示
した（Fig．6B，6c）．細胞質にはしばしば大きな2
次リソゾームが観察され，ときに空胞も認められた
（Fig．6c）．　Fig．6DはTGF一β1を添加して2日間培
養した細胞の形態を示す．TGF一β1を添加すると，
細胞はコントロールおよびEGFを添加して培養し
た細胞集団に比べて，比較的均一一な形態を持つ細胞
で構成されていた．これらの細胞は，大型の核を持
ち，分泌流産を持たない細胞集団であった．Fig．
6DとEに示したように，細胞質に頴粒様構造物が
（5）
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Fig．　4　Galactose　oxidase－Schiff　（GOS）　staining　to　gastric　epithelial　cells．　lsolated　cells　were　cultured　for　2　days　on　col－
　　　lagen－coated　glass　coverslips　in　35－mm－diameter　culture　dishes　under　serum－free　conditions．　Attached　cells　were，
　　　untreated　（A）　or　treated　for　2　days　with　20　nM　EGF　（B），　1　nM　TGF－61　（C），　or　20　nM　EGF　＋　1　nM　TGF－fi　（D）．
　　　Cells　were　stained　with　GOS　and　hematoxylin．　Arrows　indicate　aggregation　of　GOS－positive　mucous　granules．
認められたが，これらは分泌穎粒ではなく，2次性
のリソゾームと考えられた．
　以上の細胞化学的解析と電子顕微鏡による観察か
ら，TGF一β1は，胃粘膜細胞の増殖を抑制すると同
時に，前陰窩細胞の状態に維持することから，陰窩
細胞系の分化に対して抑制的に働くと考えられた．
考 察
　胃腺窩の峡部に存在する幹細胞は，自己増殖する
とともに，上方へ移動し，前陰窩細胞前駆体，前陰
窩細胞，陰窩細胞，被蓋上皮細胞へと順次成熟する1）．
この陰窩細胞系はGOS陽性のムチンと特徴的なリ
ン脂質を含む粘液穎粒によって特徴づけられる3・　14）．
分泌穎粒は前陰窩細胞の段階で出現する．この段階
では細胞質に散在する程度であるが，次第に分泌穎
粒の数と大きさを増し，成熟陰窩細胞では皮質原形
質に大型の分泌穎粒が密集した特徴的な形態を示
す15）．
　胃底腺より分離した胃粘膜細胞を10％FCSを含
む培地で培養すると，数時間で培養ディッシュに付
着し始め，2～3日でコンフルエントとなる．FCS
は急速な細胞増殖を刺激しすると同時に，大型の
GOS陽性穎粒を持つ陰窩細胞に成熟させ，この段
階で，細胞は分裂能を失う6）．FCSを用いた従来の
胃粘膜細胞の初代培養系では，増殖因子の作用を検
討することは困難であるため，血清を枯渇した細胞
が用いられている．Chenら4）は，犬の胃腺細胞を
分離し，血清を培養開始後12～18時間のみ使用し
て，以後は無血清培地で細胞を維持する培養系を用
いている．しかし，予備実験でFCSを短期間（6
（6）
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Fig．　5　Effect　of　EGF　and／or　TGF－rs1　on　［3H］glucosamine
　　　uptake　by　gastric　epithelial　cells．　lsolated　cells
　　　were　cultured　for　2　days　in　collagen－coated　35－mm－
　　　diameter　dishes　under　serum（ree　conditions．
　　　Attached　cells　were　untreated　or　treated　with　20
　　　nM　EGF　and／or　l　nM　TGF一β1．［3田glucosamine
　　　（1　ptCi／ml）　was　added　at　O　h　or　24　h　after　the　time
　　　of　addition　of　EGF　and／or　TGF－61．　After　incuba－
　　　tion　for　24　h，　radioactivity　incorporated　into　cells
　　　was　measured．　Values　are　shown　as　means　±　SD
　　　for　12　cultures　in　3　separated　experiments．　The
　　　vertial　lenes　indicated　the　standard　devation　of
　　　mean．　＊；　P　〈　O．05，　Significant　differnce　fromvalue
　　　of　untreated　cells　（Student’s　t－test）．
時間以上）作用させただけでも，陰窩細胞の成熟を
引き起こすことを確認していたので，本研究では全
培養期間を通してFCSを完全に除いた培養系を用
いた．
　本研究で使用した培養系では，未分化な細胞が選
択的に，徐々に付着した。無血清培養では付着した
細胞は増殖しなかった．細胞化学染色による解析と
電子顕微鏡による観察から，大多数の細胞（90％
以上）は前陰窩細胞であった．EGFを添加すると，
前陰窩細胞は急速に増殖すると同時に，2日間で大
型のGOS陽性細胞を持つ陰窩細胞へと成熟し，増
殖能を失った．本研究の実験条件では，この増殖の
停止は接触阻害によるものではなかった．このよう
に，本研究で用いた培養系はは胃陰窩細胞系の増殖
と分化の研究に優れていると考えられた．
　いくつかの実験動物の胃粘膜上皮細胞の初代培養
系を用いた研究により，胃粘膜上皮細胞の増殖を刺
激する因子として，EGF，　TGF一α，　HGF，インスリ
ン，IGF－1などの増殖因子が報告されている4・　5，7）．
これに対して，胃粘膜上皮細胞の増殖を抑制する因
子は十分解析されていない．
　ヒトの胃底腺の陰窩細胞と，初代培養胃底腺細胞
はTGF一αを発現しており4・　16，17，18），未分化な陰窩細
胞でもわずにTGF一αの発現が認められ，成熟する
に従って発現量が増加することが報告されてい
る17＞．本実験に用いた培養系でも，わずかに含まれ
る成熟陰窩細胞から分泌されるTGF一αの影響も考
慮する必要がある．TGF一β1を添加すると，無処理
の細胞より3H－thymidineの取り込みが低下したこ
とから，TGF一β1はTGF一αなどのオートタリンま
たはパラタリンを介した作用も抑制したと考えられ
た．
　一般的に，TGF・βは間質細胞を増殖させ，上皮
細胞の増殖を抑制する作用があり，いくつかの上皮
細胞の分化を促進する因子としても知られてい
る4・　14・　19＞．細胞化学染色と電子顕微鏡による観察で
は，TGF一β1を添加した細胞は未分化な前陰窩細胞
の状態のまま維持されており，さらにEGFのGOS
陽性穎粒の産生刺激作用を抑制したことから，
TGF一β1は胃陰窩細胞系対する成熟抑制因子と考え
られた．
　胃におけるTGF一βの生理学的役割の解明は未だ
十分ではない．正常ヒト胃粘膜でのTGF一βの発現
を調べた報告では，問質の線維芽細胞の一部は
proTGF一βを発現しているが，腺上皮細胞には発現
していないと報告されており11），TGF一βが正常な
胃底腺粘膜での胃陰窩細胞系の増殖と分化を積極的
に調節しているとは考えにくい．しかし，TGF一β
ヘテロ接合マウスの胃腺粘膜では高度な粘膜肥厚を
認めたとの報告もある20）．TGF一βは細胞外基質の
産生と沈着の促進，細胞の遊走能の誘導，間質細胞
の増殖などの様々な生物学的作用を持ち8～9），損傷
治癒に重要な役割を果たすことが知られてお
り！9・　21），胃潰瘍の急性期には一過性に発現すること
が報告されている21）．また，胃線維性肉芽組織とス
キルス性胃癌組織では，癌細胞の他，線維芽細胞，
マクロファージ，問質細胞や内皮細胞，にも多量
のproTGF一βが発現しているとの報告もある11・22）．
これらの細胞から分泌されたTGF一βは，高度の線
維化を引き起こすと同時に，本研究で示したように，
（7）
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Fig．　6　Electron　micrographs　of　cultured　gastric　epithelial　cells．　lsolated　cells　were　cultured　for　2　days　in　collagen－coated
　　　35－mm－diameter　culture　dishes　in　serum－free　conditions，　and　attached　cells　were　untreated　（A）　or　treated　for　2
　　　days　with　20　nM　EGF　（B　and　C），　1　nM　TGF－rs1　（D），　or　20　nM　EGF　＋　1　nM　TGF－61　（E）．　Cells　were　observed　with
　　　transmission　electron　microscopy．　N，　nucleus；　Ly，　lysosome；　MV，　microvilli；　sg，　secretory　granule．
粘液分泌細胞に作用して増殖抑制を引き起こす可能
性が考えられた．
　本研究では，EGFのシグナル伝達系に対する
TGFβ1の影響についても検討した．　TGF一βはEGF
レセプターへのEGFの結合には影響を与えないこ
とが報告されている23）．胃粘膜上皮細胞においても，
TGF一βはEGFにより引き起こされるEGFレセプ
ターの自己リン酸化に関与しなかった．いくつかの
上皮系の細胞株では，TGFβはcyclin－dependent
kinase（CDK）の阻害蛋白質であるp15の活性化
を介して増殖抑制を引き起こすことが報告されてい
る24）．また，c－MycはCdc245Aの発現を誘導し，
CDKを活性化して増殖を引き起こすが，　TGF・βは
。－mycの発現を抑制して増殖抑制作用を発現するこ
とも報告されている25）．これらの報告から，TGF一β
の増殖抑制作用は，c－mycの発現抑制を介する作用
が主なメカニズムと考えられている26・27）．しかし，
培養胃粘膜上皮細胞ではEGF刺激による。－myc
mRNA発現の程度と時間に，　TGF一βは全く影響を
及ぼさなかった．Yoshimuraら28＞も同様の結果を
報告している．
　TGF－fiファミリ・一一のレセプターにはtype　Iレセ
プターとtype　lIレセプターがあり，これらのレセ
プターのセリンースレオニンリン酸化酵素活性を介
して細胞内ヘシグナルが伝達される．最近，このセ
リンースレオニンリン酸化酵素活性を持つレセプタ
ーより下流のシグナル伝達因子として，SMADフ
ァミリーが同定された29・　30）．SMADファミリーには
いくつかの蛋白質が含まれており，これらの蛋白質
の組み合わせにより，異なった生理機能を発現させ
ることが次第に明らかにされようとしている．胃粘
膜細胞のTGF一βのシグナル伝達を明らかにし，さ
（8）
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らに，その標的遺伝子を明らかにすれば，胃陰窩細
胞系の増殖と分化の制御メカニズムの解明に，重要
な情報が得られると思、われる．
結 論
　　1．無血清培養したモルモット胃粘膜細胞を用い
てTGF一β1の作用を研究した．
　　2．電子顕微鏡による解析では，無血清培地で培
養した大多数の細胞は細胞質にわずかな分泌穎粒を
持つ前陰窩細胞であった．
　　3．EGFは増殖を刺激すると同時に，3H－gluco－
samineの取り込みとGOS陽性粘液穎粒を増加さ
せ，培養細胞は皮質原形質に楕円形または球形の粘
液穎粒が密集する陰窩細胞へと成熟した．
　　4．TGF一β1はEGFによるEGFレセプターのチ
ロシンリン酸化，また，c－fosおよび。－mycの転写の
活性化には関与しなかった．
　　5．TGF一β1はEGFによる前陰窩細胞の増殖と成
熟を完全に抑制し，培養胃粘膜細胞をほとんど分泌
手工を持たない未成熟な状態に維持した．
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Transforming　growth　factor－fi　inhibits　proliferation　and　maturation
　　　　　　　　　　　　　　　　　of　cultured　guinea　pig　gastric　pit　cells
Masahiko　YAMADA
Fourth　Department　of　lnternal　Medicine
　　（Director：　Pro£　Toshihiko　SAITO）
　　We　studied　the　effect　of　transforming　growth　factor－61　（TGF－61）　on　guinea　pig　gastric　pit　cells，　whitch
were　cultured　in　serum－free　conditions．　Electron　micrographs　showed　that　most　cells　were　pre－pit　cells，
whitch　were　characterized　by　the　presence　of　a　few　secretory　granules　in　the　cytoplasm．　Epidermal
growth　factor　（EGF）　stimulated　cell　growth，　［3H］glucosamine　uptake，　and　accumulation　of　mucous
granules　whitch　were　positive　for　the　galactose　oxidase－Schiff　reaction．　This　maturation　of　pit　cells
induced　by　EGF　was　confirmed　morphologically　by　the　appearance　of　uniformly　dense　ovoid　or
spherical　mucous　granules　aggregated　in　the　cytoplasm．　Western　blotting　with　an　antiphosphotyrosine
antibody　showed　that　TGF－61　did　not　inhibit　the　EGF－initiated　tyrosine　phosphorylation　of　the　EGF
receptor．　Northcrn　blotting　with　cDNA　probes　for　c－fos　or　c－myc　demonstrated　that　TGF一βl　did　not
affect　the　EGFinduced　expression　of　each　transcript．　However，　TGF－61－treated　cells　did　not　replicate
and　remained　in　an　immature　stage，　even　in　the　presence　of　EGE　suggesting　a　potential　role　of
TGF－61　in　the　regulation　of　proliferation　and　differentiation　of　a　pit　cell　lineage　in　vivo．
〈Key　words＞　Cell　culture，　TGF－6，　EGF
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